® 

© BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND 
DEUTSCHES #mm<& PATENTAMT 



Int. CI. 2 : G 01 N 33/16 

C12K 9/00 



® 

© 




Offenlegungsschrift 28 36 362 



Aktenzeichen: 

Anmeldetag: 

Offenlegungstag: 



P 28 36 362.4 
19. 8.78 
6. 3.80 



CM 
CO 
CO 

to 

CO 

00 
CM 

UJ 

Q 



® 


Unionsprioritat: 
® @ ® 




® 


Bezeichnung: 


Diagnostisches Mittel 




Anmelder: 


Behringwerke AG, 3550 Marburg 


® 


Erfinder: 


Ax. Wolfgang, Prof, Dr., 3550 Marburg; Bauer, Hartwig Wilhelm, Dr., 
8000 Munchen; Sedlacek. Hans-Harald, Dr., 3550 Marburg 



u 

CO 

CP 
CO 

n 

111 
Q 



G 2.80 030010/90 



7/80 



BEST AVAILABLE COPY 



:j.f:0."-v 2836362 
m r m • - 

- - HOE 78/B 009 - Ma 306 

PATENTANSPRUCHE 

1 . Diagnostisches Mittel zum Nachweis von antimito- 
chondrialen Oder antinuklearen Antikorpern, dadurch 
gekennzeichnet, da8 es im wesentlichen aus Hyper- 
nephromzellen besteht. 

2. Diagnostikum nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Hypernephromzellen in Zellkultur gezuchtete 
Zellen sind. 

3. Diagnostikum nach einem der Anspriiche 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Zellen auf einen Objekttrager 
fixiert oder getrocknet sind. 

4. Verfahren zum Nachweis von antimitochondrialen oder 
antinuklearen Antik6rpern mittels Zellen als 
Substrat, dadurch gekennzeichnet, daB man als Zellen 
Hypernephromzellen verwendet. 
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BEHRINGWERKE AKTIENGESELLSCHAFT HOE 78/B009 - Ma 306 -Dr.LI/cr 

Diagnostisches Mittel - - - 

Die Erfindung betrifft ein Diagnostikum zum Nachweis 
antimitochondrialer und antinuklearer Antikorper. 

Autoimmune Erkrankungen sind gekennzeichnet durch das Auf- 
treten von Antikorpern gegen Zellbestandteile wie z.B. 
Kernproteine, DNS, Mitochondrien . 

Die Bedeutung der antinuklearen und antimitochondrialen * 
Faktoren liegt in der Diagnostik und Verlauf skontrolle 
von Autoimmunphanomenen wie chronischen Lebererkrankungen , 
Malignomen, Arzneimittelintoxikationen und Kollagenosen . 

Diagnostika zum Nachweis antinuklearer Antikorper sind 
bereits bekannt. Ebenso ist bekannt ein Diagnostikum zum 
Nachweis antimitochondrialer Antikorper. Ihr Prinzip ist 
die indirekte oder Doppelantikorpermethode mit Gefrier- 
schnitten von Leber oder Niere oder Zellen von Blut Oder 
Organen unterschiedlicher Spezies als Substrat und mit 
markierten Antikorpern, gerichtet gegen Antigene Deter- 
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minanten der gesuchten Antikorper als diagnostische 
Antikorper (Nakumura, R.M. , Chisari, F.V.? Edgingbon, 
T.S. (1975) Laboratory tests for diagnosis of autoimmune 
disease. In: M.Stefanini: Progress in Clinical Pathology, 
pp 177-203, Grune and Stratton, New York), Ihr Nachteil 
ist ihre geringe Haltbarkeit. Man ist also gezwungen, 
fortlaufend neue Praparate aus frisch gewonnenen Organen 
bzw. Zellen herzustellen. Ein weiterer Nachteil ist die 
geringe Antigenmenge in den ver schiedenen Praparaten, 
0 welche eine exakte Diagnose erschwert. 

Es besteht demnach ein Bedarf an einem Diagnostikum, 
welches die vorgenannten Nachteile nicht besitzt und 
die Bestimmung beider Arten von Antikorpern gestattet. 

15 

tiberraschenderweise wurde nun gefunden, daB sich hierfur 
Zellen von malignen Nieren tumor en c insbesondere des Hyper 
nephroms besonders eignen. 

20 Gegenstand der Erfindung ist demnach ein Diagnostikum zum 
Nachweis sowohl antimitochondrialer als auch antinukle- 
arer Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daB es im wesent 
lichen aus der genannten Zellart besteht sowie die be-, 
treffenden diagnostischen Verfahren, die als Substrat- 

25 zellen Hypernephromzellen verwenden. 

Derartige Zellen konnen in Zellkultur vermehrt werden, 
beispielsweise nach den ursprunglich von R. Dulbecco und 
M-Vogt (J. Exp. Med. 99: 167, 1954), C. Rappaport (Bull. 
30 World Health Organ. 14: 147, 1956) und E.Y. Lasfargues 
. (Exper.Coll. Res. 13: 553, 1957) beschriebenen Methoden. 

Die Zellen wachsen epithelartig, breiten sich dabei 
flach aus undbilden einen an der Oberflache yon Kultur- 
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gefaBen haftenden einschichtigen Zellrasen. Die Zellen 
konnen auch auf Ob jekttragern direkt vermehrt werden, 
auf denen sich gleichfalls ein Zellrasen ausbildet. 

Die Kerne der Zellen sind im Vergleich zu anderen be- 
kannten Gewebekulturzellen deutlich sichtbar, einschlieB- 
lich der Nukleoli. Diese Eigenschaft macht sie besonders 
zum Nachweis antinuklearer Antikorper geeignet. 

Die Zellen zeichnen sich weiter dadurch aus, daB sie sehr 
groBe, langgestreckte Mitochondrien besitzen, welche sie 
fur den Nachweis antimitochondrialer Antikorper ge- 
eignet macht. 

Erf indungsgemaB geeignete Zellen konnen aus einem Nieren- 
tumor beispielsweise wie folgt gewonnen werden: 

Moglichst frisches Operationsmaterial eines Nierentumors, 
welches unter sterilen Bedingungen gewonnen und in 
physiologischera Milieu transportiert wurde, wird mecha- 
nisch zerkleinert, enzyraatisch auf geschlossen und die 
Hypernephromzellen in Gewebekultur vermehrt. Dazu werden 
vorteilhaft die durch Operation gewonnenen Gewebestuck- 
chen (ca 1 mm 3 ) in Caicium- und Magnesium-f reier Salz- 
losung aufgenommen und durch Ruhren mit einem Magnet- 
ruhrer gewaschen. Die Waschf liissigkeit wird verworfen. 
Eine Losung von Kollagenase in physiologischer Salzlosung 
ohne Calcium und Magnesium wird den Stuckchen anschlieBend 
zugesetzt und ca. 15 Min. geriihrt. Der Oberstand wird 
gewonnen und eine 0,25 % Trypsinldsung in Calcium- und 
Magnesium-f reiem Milieu, temperiert auf 37 °C, den Stuck- 
chen zugesetzt und ca. 15 Min geriihrt. Der uberstand 
wird gewonnen und das Sediment erneut 15 Min. mit der 
Trypsinldsung geriihrt und ebenfalls der Uberstand ge- 
wonnen. Dieser ProzeB kann mehrfach wiederholt werden. 
Die Oberstande werden jeweils bei 200 x g zentrifugiert 
und in Gewebekulturmedium mit Zusatz von 20 % f oetalem 
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Kalber serum aufgenbmmen. 

Je 10 ml dieser so gewonnenen Zellsuspension werden als 

Primarkultur in Petrischalen oder Schraubdeckelf laschen-, 

insbesondere solcher axis Kunststoff , ausgesat. Die 

5 

Zellkonzentration soli 5 x 10 Zellen pro Milliliter 
betragen. Das Anzuchten in Petrischalen erfolgt in 
feuchter Atmosphare bei 37° und pH-Regulierung durch C0 2 - 
Zufuhr . 

Die Zellen werden wie folgt vermehrt; 

Nachdem sich ein geschlossener oder nahezu geschlosserier 
Zellrasen in den Primarkulturen gebildet hat, werden 
15 die Zellen aus dem Zellrasen der Primarkultur durch eine 
Enzymbehandlung mit Trypsinl5sung herausgelost , in 
frischem Gewebekulturmedium susperidiert und wieder in 
neue Kulturgef&Be ausgesat. Durch entsprechende Ver- 
diinnung der zu propagierenden Zellsuspension entstehen 
20 aus einer Petrischale mit geschlpssenem Zellrasen (Mono- 
layer) mindestens 3 Tochterkulturen . Diese 3 Tochter- 
kulturen der ersten Passage sind, zweckmaBig in Petri- 
schalen, nach 2-3 Tagen wiederum so dicht bewachsen, 
daB sie umgesetzt werden konnen. 

25 

Wahrend Primarkulturen in Petrischalen aus Kunststoff 
.(10. cm Durchmesser) oder SchraubverschluBf laschen aus 
Kunststoff (10 ml nutzbarer Inhalt) angeziichtet werden 
k5nnen, lassen sich groBere Zellmengen in geeigneten 
30 groBeren Flaschen aus Glas oder Kunststoff und anderen 
. Vorrichtungen zur Massenkultur herstellen. 

In den fur diagnostische Zwecke geeigneten Mengen werden 
die Zellen auf Glas- oder Kunststoff lachen wie Deck- 



5 
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glaser, ObjekttrSger oder am Boden der Napfchen einer 
Mikrokulturschale etabliert. 

Die Hypernephrorazellen konnen miihelos bis in die 50. 
5 Passage und dariiber hinaus gefiihrt werden. Sie lassen 
sich nach bekannten Verfahren in flussigem Stickstof f 
bei -196°C lagern und vital erhalten. 

Fur den Nachweis antinuklearer Antikorper empfiehlt sich 
10 eine Fixierung der Zellen. Sie wird mit bekannten 
Fixationsmitteln, z.B. Formalin, Aceton, Methanol, 
Aethanol bzw. deren Gemischen, vorzugsweise mit Aceton 
in literaturbekannter Weise durchgef uhrt , J. Lenng Tack 
etal., Arch. Derm. For sch. 247, 161-170, (1973). 

15 

Fur den Nachweis von antimitochondrialen Antikorpern 
hat eine Fixierung zu unterbleiben , da sie die korres- 
. pondierenden antigenen Determinanten an den Mitochondr ien 
zerstort. 

20 

Der Nachweis der antimitochondrialen bzw. der antinukle- 
aren Antikorper wird wie folgt durchgef iihrt: 

1 . Nachweis antimitochondrialer Antikorper 

25 

Die mit luf tgetrockneten, nicht fixierten Hypernephrom- 
zellen beschichteten Objekttrager werden mit dem zu 
priifenden Antikoi^er, gelost in einer beliebigen iso- 
fcpnischen Salzlosung, z.B. 0,9 %iger, phosphatgepuf f erter 

30 NaCl-Losungj uberschichtet und fur 10 Min bis 2 Stunden, 
vorzugsweise 30 Minuten, in einer feuchten Kamraer inku- 
biert. Nachfolgend wird ausgiebig moglichst 1 bis 6 mal, 
vorzugsweise 3 mal in einer isotonischen Salzlosung ge- 
waschen, sodann uberschichtet man die Objekttrager mit 

35 einem f luoreszenzmarkierten Antikorper, gerichtet gegen 
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Antigene-Determinanten des gesuchten Antikorpers in 
einer Verdttnnung, durch die unspezif ische Reaktionen mit 
den Hypernephromzellen ausgeschlossen sind. Es wird., 
in einer feuchten Kammer 10 Min. bis 2 Stunden, vorzugs- 
5 weise 30 Min » inkubiert, nachf olgend . wiederum 1 bis 

6 raal, vorzugsweise 3 mal gewaschen und letztlich luft- 
getrocknet. Die letzte Waschung sollte mit demineralisier- 
tem Wasser durchgefuhrt werden. 

10 . Die mikroskopische Auswertung des derartig behandelten 
Praparates erfolgt mit dem Fachmann bekannten Methoden 
der Immunf luoreszenzmikroskopie, z.B. nach Wick, Baudner, 
Herzog, Immunfluoreszenz, Beitrage zur Theorie und 
Praxis, Medizinische Verlagsgesellschaf t mbH, Marburg, 1976 

15 

2. Nachweis antinuklearer Antikorper 

Der Nachweis von antinuklearen Antikorpern erfolgt ent- 
sprechend wie der Nachweis von antiiaitochondrialen 
20 Antikorpern. Jedoch sind hier vorzugsweise fixierte 

anstelle von luf tgetrockneten nichtf ixierten Hypernephrom- 
zellen zu verwenden. 

Eine geeignete Methode stellt die Fixation mit Aceton dar 
25 (Gell, Coombs, Jachmann, Clinical aspects of immunology, 
Blackwell 1975 p 1122). 

Die Erfindung wird. am nachstehenden Beispiel naher er- 
lautert: 
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Beispiel 

Tumorgewebe eines Hypernephroins (hypernephroides Karzinom) 
wird unter sterilen Bedingungen wahrend der Operation ge- 
wonnen und in Gewebekulturmedium aufgefangen. Letzteres 
ist ein sogenanntes Eagle's Medium in der Dulbecco- 
5 Medifikation mit der gebrauchlichen Zusammensetzung: 



Aminosauren mg/1 

L-Arginin HC 1 84,0 

Glycin 30 -° 

10 L-Cystin 48.0 

L-Histidin HC1 • H 2 0 4 2.0 

L-Isoleucin 10 5.0 

L-Leucin 105.0 

L-Lysin HC1 146.0 

15 L-Methionin 30.0 

L-Phenylalanin 66.0 
L-Serin 42.0 
L-Threonin 95.0 
L-Tryptophan 16,0 

20 L-Tyrosin 72.0 
L-Valin 94.0 

Vitamine mg/1 
D-Ca-Pantothenat 4.00 
25 Cholin-Chlorid 4.00 
Folsaure 4.00 
i-Inositol 7.20 
Nicotinamid 4.00 
Pyridoxal-HCl 4.00 
Riboflavin 0-40 
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Anorganische Salze und sonstige Zusatze 

CaCl 2 200.00 
KC1 400.00 
5 MgS0 4 • 7H 2 0 200.00 
NaCl ~ 6400.00 

NaHC0 3 3700.00 
NaH 2 P0 4 • 2H 2 0 124.00 
Fe(N0 3 ) 3 • 9H 2 0 - 0.10 

10 Glucose 4500.00 
Phenolrot 15.00 
Natriumbicarbonat 3.700 
Penicillin . 10.000 IE 

Streptomycin 10.000 ng 

15 Das Tumorgewebe wird innerhalb weniger Stunden weiter- 

verarbeitet. Dabei wird zunachst das nicht zu dem Hyper- 
nephromgewebe gehSrende Gewebe weitgehend entfernt und 
nur moglichst reines, nicht zerstdrtes Tumorgewebe 
prSpariert, dies wiederum in Gewebekulturmedium unter 
20 sterilen Bedingungen, was auch fur alle folgenden 

Schritte gilt. Etwa 1 cm 3 des Tumorgewebes wird an^ 
schlieBend mechanisch weiter zerkleinert zu Stuckchen 
von etwa 1 mm Kantenlange und letztere in 30 ml Puck's 
Salzlosung (Puck's Saline A) aufgenommen. 

25 . 
Puck's Salzlosung hat die Zusammensetzung: 

NaCl 8,00 g 

KC1 0,40 g 

30 NaHC0 3 0 , 35 g . 

- Glucose 1#00 g 

auf 1 Liter destilliertes Wasser. 

Die ab hier verwendeten Losungen sind auf 37 °C 
35 temper iert. 



Die Suspension wird in einer Trypsinierf lasche nach 
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Rappaport (Bull. World Health Organ. 14: 147, 1956; 
Hersteller: Bellco Glass Inc., Vineland N.J. , USA, 
Kat.Nr. 1996) roit einem Magnetriihrer fiir 5 Min geriihrt. 
Der Uberstand wird verworfen und 30 ml Kollagenase- 

5 Losung (10 mg Kollagenase, Serva Heidelberg, auf 20 ml 

PBS ohne Ca und Mg, Zusammensetzung: NaCl 8,0 g, KCl 0,2 g 
Na 2 HP0 4 -12H 2 0 2,9 g, KH 2 P0 4 0,2 g auf 1 Liter 
destilliertes Wasser) zugesetzt. Es wird fur 15 Min. 
geriihrt. Der Uberstand wird gewonnen, indem er in ein 

10 Zentrifugenglas dekantiert wird. 30 ml einer 0,25 % 
Trypsinlosung werden dem Sediment zugegeben und fur 
15 Min geriihrt. Zusammensetzung der Trypsinlosung: 5 ml 
Trypsin (Difco 1 : 250) 5 %ig auf 100 ml Puck's Saline A, 
pH 8 - 8,5. Es wird 15 Min. geriihrt und der tiberstand 

15 gewonnen und nochmals mit Trypsinlosung geriihrt. Die 

uberstande werden jeweils bei 200 x g zentrifugiert und 
das so gewonnene Zellsediment in 20 ml Dulbecco's 
Medium (s.o.) mit einem Zusatz von 20 % fetalem Kalber- 
serum suspendiert. Die Zellkonzentration wird auf 

20 5 x 10 5 Zellen im Milliliter eingestellt und anschlieBend 
je 10 ml der Suspension in geeignete Petrischalen aus 
Polystyrol-Kunststof f (Durchmesser 10 cm. Fa. Greiner, 
Niirtingen) eingesat. Die Schalen werden bei 37 °C in 
feuchter Atmosphare in einem CC^-begasten Brutschrank 

25 inkubiert. 

Nach Anwachsen der Primarkultur mit der Ausbildung eines 
geschlossenen einschichtigen Zellrasen (Monolayer) 
werden die Zellen der Primarkultur mit Hilfe der oben- 
30 genannten Trypsinlosung von dem Boden der Petrischale 

und aus ihrem Verband gelost, in Gewebekulturmedium auf- 
genommen, auf die gewiinschte Zelizahl verdiinnt und 
auf neue Petrischalen verteilt. Aus einer bewachsenen 
Petrischale gehen 3-4 neue Schalen der nachsten Passage 
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hervor. Die Verdoppelungszeit der Zellen liegt bei 18 
Stunden. Das Medium in den Kulturschalen wird alle 2-3 
Tage erneuert. 

5 Nach erfolgreicher Propagierung uber 10 Passagen konnen 
Objekttragerkulturen angelegt werden. Dazu werden 
Zeilen durch Trypsinieren aus Kultuxen gewonnen, in 
Gewebekulturmedium auf eine Konzentration von 1 - 2 x 10 
Zellen pro ml eingestellt und . tropfenweise ( 1 Tropfen 

.10 etwa 20 nl) auf vorbereitete Objekttrager so verteilt, 
daB ieweils 1 Tropfen in genugendem Ab stand vom nachsten 
sich befindet. Beispielsweise dienen dazu Objekttrager 
mit einem lichtundurchlassigen schwarzen Farbuberzug, 
welcher kreisforraige Aussparungen enthalt, in deren Be- 

15 reich die Zellen zu etablieren sind. 

_Die Zellen. aus einem Tropfen siedeln sich also im Be- ; 
reich dieses Tropfens an, indem sie in diesem absinken 
und auf dem Glas des Objekttragers sich ausbreiten. und 
20 festwachsen. Dabei muB der Objekttrager in einer feuchte- 
gesattigten, C0 2 ~begasten Atmosphare bei 37°C fur 
4-6 Stunden ohne Bewegung gehalten werden. 

Danach wird der Objekttrager fur weitere 12-18 Stunden 
25 in Gewebekulturmedium untergetaucht weiterkultiviert . 
. Es bildet sich in der Regel ein kreisf Srmiger Rasen von 
Hypernephromzellen mit Durchmesser von 4 -. 5 mm aus. 

Nachfolgend werden die Objekttrager dem Gewebekulturmedium 
30 entnommen und bei Zimmertemperatur luf tgetrocknet. 

: AiNachweis von . arn-imi tochondrialen Antikorpern — 

Das zu priifende.moglicherweise antimitrochondriale 
.35 Antik5rper.enthaltende Serum wird mit physiologischer 
Kochsalzlosung, enthaltend 0,1 % Albumin, in einer 
geometrisch abgestuften Reihe verdunnt (z.B. 1:1, 1:2, 
1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128). Ein Tropfen der je- 
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weiligen Verdunnung wird auf jeweils einen, an dem 
Objekttrager haftenden kreisf ormigen Zellrasen ge- 
schichtet. Der mit unterschiedlichen Verdiinnungen der- 
art beschichtete Objekttrager wird in einer feuchten 

5 Kammer (dampf undurchlassiger Kasten, dessen Boden mit 
Fliissigkeit bedeckt ist, iiber deren Oberflache sich 
ein Gitter zur horizontalen Lagerung der Objekttrager be- 
findet) fur 30 Minuten bei Zimmerteraperatur (20°C) ge- 
lagert, nachfolgend durch Eintauchen in ein GefaB, 

10 enthaltend physiologische Kochsalzlosung mit 0,1 % 

Albumin, Herausnahme nach 5 Minuten und entsprechendes 
Eintauchen in ein zweites und drittes GefaB dreimal 
gewaschen. Nach Ablaufen der anhaftenden Fliissigkeit 
durch kurzzeitiges (ca. 5 Minuten) Lagern in Schrag- 

15 stellung werden die Zellrasen des Ob jekttragers mit einem 
Tropfen eines mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) 
markierten Antikorpers vom Kaninchen, gerichtet gegen 
menschliche Immunglobuline , uberschichtet • AnschlieBend 
werden die Objekttrager erneut bei 20 °C in der feuchten 

20 Kammer gelagert und nachfolgend wie oben beschrieben 
dreimal gewaschen. Als Ar be its verdunnung des FITC- 
markierten Antikorpers wird eine Verdunnung gewahlt, 
welche allein auf Zellen aufgelagert diese nicht un- 
spezifisch farbt* Nach Luf ttrocknung werden die Zellrasen 

25 mit Glycerin (frei von Eigenf luoreszenz) und mit einem 
Deckglas abgedeckt und mit einem Fluoreszenzmikroskop , 
Fa. Zeiss, in Auflicht bei Wahl eines 25-fach f 40-fach 
und 100-fach vergroBernden Objektives mikroskopisch 
beurteilt. 

30 

Als positiv gelten solche Priifseren, welche in dem vor- 
beschriebenen Versuchsansatz zur Fluoreszenz der Mito- 
chondrien der Hypernephromzellen fuhren. 
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B« Nachweis von antinuklearen Antikorpern 

Die mit kreisf 5rmigen Rasen beschichteten . Ob jekttrager 
werden fur 10 Minuten in Aceton eingetaucht, nachfolgend 
dreimal wie unter A. beschrieben mit physiologischer Koch- 
sa.lzlosung, enthaltend 0 , 1'.%* 'Albumin, gewaschen und. 
luf tgetrocknet. Die Verdiinnung des antinukleare Anti- 
korper enthaltenden Serums, Auf schichtung auf den Objekt- 
trager, Inkubation in der feuchten Kammer, Waschung, 
Auf schichtung mit dem FITC-markierten Antikorper , 
Inkubation, Waschung, Luf ttrocknung, Eindecke lung und 
mikroskopische Unter suchung geschieht wie unter A. be- 
schrieben* 

Als positiv gelten solche Priifseren, in welchen die 
Zellkerne entweder homogen oder unter schiedlich gefleckt 
oder die Kernmembran oder das Kernkorperchen f luoreszieren 
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